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Verwendung von Primern fur universeiie Fingerprint-Analysen 



Die Erfindung betrifft die Verwendung von Primern oder Primerpaaren zur DNA- 
Fingerprint-Analyse, wobei mit den Primern Oder Primerpaaren Fingerprints so- 
wohi vom Menschen, als auch von Tieren, ais auch von Pflanzen ais auch von 
Mikroorganismen erhaltlich sind. Die Erfindung betrifft ferner Primer oder 
Primerpaare zur vorstehend genannten Verwendung sowie Kits, die die Primer 
bzw. Primerpaare enthalten. 

Es ist aligemein bekannt, daG die Anwesenheit polymorpher und heterogen ver- 
teilter repetitiver Sequenzen wie Mikrosateliiten fur genetische Analysen Verwen- 
dung findet. 

Es ist auch aligemein bekannt, daB Retrotransposons wie die copia-EIemente aus 
Drosophila und copia-Shnliche Elemente in anderen Spezies des .Tier- und 
Pfianzenreichs in der Regel ais Mehrfach-Kopien. in Genomen enthalten sind. 
Repetitive Genomsequenzen dieser Art sind am Beispiei copia-flhnlicher Ele- 
mente in Pisum (Erbse) zur genetischen Analyse dieser Pflanzenspezies benutzt 
@5 worden (Lee u.a M Plant Mol. BioL 15: 707-722, 1990). Diese von den Autoren ais 

f~§. OFLP bezeichnete Methode basiert auf einem copia-spezifischen Primer und als 

$0$ zweitem Primer fur die PCR-Amplifikation einer Sequenz aus dem diese 

Retrotransposons flankierenden Erbsengenom. Damit ist es moglich geworden, 
Erbsensorten durch PCR-Amplifikation bestimmter Elemente der Erbsen-copia- 
^ . : : Familie zu amplifizieren und durch Auftrennung der nicht-radioaktiv markierten 

PCR-Produkte im Agarosegel auf Polymorphismen zu testen und genetische 
, Verwandtschaften zu bestimmen. Auch andere Retrotransposons, z.B. Tos1-1, 
Tos2-1 und Tos3-1 aus Reis haben als molekulare genetische Marker zur Diffe- 
5 renzierung und Identifizierung von Reis-Kultivaren durch RFLP-Analyse Verwep- 

^ clung gefunden (Fukuchi u.a., Jap. J, Genetics, 68: 195-204, 1993), wobei aber 
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auch hier postuliert wurde, daS fur andere Pflanzenspezies deren endogene 
Retrotransposons als rnolekuiare Marker isoliert werden. Eine andere Arbeit 
(Purugganan und Wessler, Mol. Ecology 4: 265-269, 1995) benutzt eine auf PCR 
basierende Methode, welche die Variation in Spaitstellen fur Restriktionsenzyme 
auf transponierbaren Elementen fur eine Fingerprint-Analyse ausnutzt Allen 
diesen im Stand der Technik beschriebenen Verfahren ist jedoch gemeinsam, 
daS die dort beschriebenen genetischen Marker bzw. Primer nicht universe!! bei 
Menschen, Pflanzen, Tieren oder Mikroorganismen einsetzbar sind. Es iiegt auf 
der Hand, daB die Bereitstellung derartiger genetischer Marker oder Primer in 
vielen Bereichen der modernen Biologie oder Medizin wesentliche Vorteile mit 
sich bringen wQrde. Ein entscheidender Schritt in diese Richtung wurde mit der 
bislang nicht veroffentlichten internationalen Patentanmeldung PCT/EP97/00442 
getan. Dort wird die Verwendung von Primern zur Fingerprint-Analyse 
beschrieben, wobei die Primer an das copia-Shnliche Element aus der KokysnuS 
hybridisieren. ErstmSrlig konnten mit dieser Anmeldung Primer bzw. Primerpaare 
bereitgestellt werden, die sich zur Fingerprint-Analyse sowohl im Menschen, als 
auch in Tieren, wie auch in Pfianzen und Mikroorganismen eignen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war, die vorstehend beschriebenen 
Nachteile aus dem publizierten Stand der Technik z.u uberwinden und Wege und 
Mittel bereitzustellen, die eine moglichst universelle Anwendbarkeit von Primern 
bzw. genetischen Markern bei der Fingerprintanalyse von Arte n lowohl aus dem 
Tier- als auch aus dem Pflanzenreich wie auch beim Menschen und bei 
Mikroorganismen gestatten. Hinsichtiich der PCT/EP97/00472 sollten weitere 
Bereiche innerhalb der copia-ahlichen Elemente identifiziert werden, die eine 
besonders vorteilhafte Ableitung der Primer gestatten bzw. soliten weitere 
vorteilhafte Primer identifiziert werden. 

Die Losung dieser Aufgabe wird durch die in den Anspruchen gekennzeichneten 
Ausfuhrungsforrnen erreicht. 

Vom publizierten Stand der Technik aus gesehen wurde namlich 
uberraschend^rweise gefunden, daB Primer, die mit dern nachstehend naher 
gekennzeichneten Bereichen aus dem copia-Shnlichen Element aus der 
KokosnuS (Cocos nucifera L.) hybridisieren, und dort eine Fingerprint-Analyse 
ermoglichen, auch bei vielen anderen Spezies aus dem Tier- und Pflanzenreich 
einschlieSlich der Hefe wie auch beim Menschen und sogar Mikroorganismen mit 



Erfolg eingesetzt werden konnen. Dieser Befund erlaubt die universeile 
Anwendbarkeit der genannten Primer zur Fingerprint-Analyse im gesamten Tier- 
und Pflanzenreich sowie beim Menschen und bei Mikroorganismen. 

Die Erfindung betrifft somit die Verwendung eines Primers Oder Primerpaares zur 
DNA-Fingerprint-Analyse, das dadurch gekennzeichnet ist, daG mit dem Primer 
oder dem Primerpaar ein Fingerprint sowohl von Menschen, als auch von Tieren, 
ais auch von Pflanzen als auch von Mikroorganismen erhaltlich ist, und wobei der 
Primer oder das Primerpaar an DNA, die die Endonuciease, die Reverse 
Transcriptase oder die RNAse H eines copia- oder copia-ahnlichen Elements 
insbesondere aus der KokosnuS (Cocos nucifera L.) codiert, hybridisiert. 
Dabei werden die in dieser Erfindung beschriebenen uberraschenden Ergebnisse 
sowohl mit beliebigen Kombinationen unterschiedlicher Primer gegenlaufiger Ori- 
entierung erreicht, die nur die Bedingung erfullen mussen, daft sie an die 
vorstehend genannten DNAs hybridisieren, als auch unter Einsatz 'eines einzigen 
Primers, der a uf grand der Repetition des copia- oder copia-ahnlichen Elements, 
alierdings in 5'^373'-->5\ Orienti.erung zweier benachbarter Eiemente und nicht 
wie in Figur 2B dargestellt, in S'-^SVS'-^S'-Orientierung, ebenfalls die hochpo- 
lymorphen Fingerprints bereitstellt. Die vorstehend gewahlte Begriffsbestimmung 
fur die Primer schlieBt selbstverstandiich ein, daB diese auch an DNAs anderer 
Organismen hybridisieren, sofern diese DNA-Sequenzen enthalten, die DNA-Se- 
quenzen aus dem vorstehend genannten copia- oder copia-ahnlichen Element 
entsprechen. 

Die Bedingungen, unter denen eine Hybridisierung der Primer und nachfolgende 
Amplifikation erfolgt, ist fur den Fachmann ohne erfinderisches Bemuhen aus 
dem Stand der Technik und dem nachfolgenden Beispielen ableitbar. 
Der Begriff "an DNA, die die Endonuciease, die Reverse Transcriptase oder die 
RNAse H eines copia- oder copia-ahnlichen Elements insbesondere aus der 
KokosnuR (Cocos nucifera L.) codiert, hybridisiert", bedeutet im Sinne dieser 
Erfindung, nicht nur, daB der Primer vollstandig und in seiner gesamten Lange an 
diese DNA hybridisiert. Er bedeutet vielmehr auch, daS er an eine DNA 
hybridisiert, die mit der vorstehend defmierten codierenden DNA uberlappt Dabei 
umfaSt der Oberiappungsbereich mindestens 1 Nukieotid, vorzugsweise 
mindestens 5 Nukleotide und besonders bevorzugt mindestens 10 Nukleotide. 





Die Lange der in dieser Erfindung verwendeten Primer betrSgt vorzugsweise 15 
bis 30 Nucleotide. Allerdings ist die Erfindung auch mit kurzeren Oder mit lange- 
ren Primern durchfuhrbar. 

Der vorliegende Befund ist umso uberraschender, als in der Regel im Stand der 
Technik davon ausgegangen worden ist, daG Primer lediglich in taxonomisch eng 
gesteckten Grenzen eingesetzt werden konnen, wenn aussagekraftige Finger- 
prints erhalten werden sollen. 

Im Stand der Technik wurde von Rohde u.a. (J. Genet. & Breed., 46: 391-394, 
1992) beschrieben, daS im Genom der Kokosnufi (Cocos nucifera L) hochrepeti- 
tive Sequenzen mit Homologie zu auch in anderen Spezies beschriebenen copia- 
Eiementen vorhanden sind, die nach Restriction isolierter genomischer DNA mit 
dem Restriktionsenzym EcoRi und Auftrennung im Agarosegel als zwei, jeweiis 
1.3 und 1.4 Kilobasen groGe DNA-Banden sichtbar sind. Drei dieser "Ecorep" 
genannten DNA-Fragmente wurden nach Subklonierung sequenziert, und es 
konnten Sequenzunterschiede festgesteilt werden. Versuche, diese Unterschiede 
fur die genetische Analyse verschiedener KokosnuS-Typen durch die Verwen- 
dung von Ecorep-Sequenzen als molekulare Sonde in RFLP-Analysen oder durch 
sequenzspezifische PCR-Primer auszunutzen, waren nicht erfolgreich (Rohde 
u.a., J. Genet. & Breed., 46: 391-394, 1992; Rohde, in: "La Recherche 
Europeene au Service feu Cocotier- Actes du Seminaire - 8-10 septembre 1993, 
Montpellier". CIRAD (Collection: Colloques du CIRAD), Montpellier, S. 41-52). 

Es wurde kurziich fur drei KokosnuB-Typen gefunden, daB Subfamilien dieser 1.3 
bzw. 1.4 Kilobasen groSen Ecorep-Sequenzen existieren, in denen diese Ele- 
mente auf dem KokosnuG-Genom nahe beeinander liegen d.h. in tandem wieder- 
holt sind, und in denen in der Regel zumindest eine der beiden von den fruher 
identifizierten Elementen (Rohde u.a., J. Genet. & Breed., 46: 391-394, 1992) zu 
erwartenden EcoRI-Spaltstellen an den Enden der zunachst als "Spacer-Region" 
bezeichneten Sequenzfehlt (Rohde u.a., J. Genet. & Breed., 49: 179-186, 1995). 
Diese Spacer-Region zeigt hohe Homologie zu dem copia-ahnlichen BARE-1- 
Element aus Gerste (Fig. 1A; Manninen und Schulman, Plant. Mol. Biol., 22: 829- 
846, 1993). Bei dieser Subfamilie copia-ahnlicher Sequenzen im KokosnuS-Ge- 
nom handelt es sich daher urn in tandem wiederholte Sequenzen, die Homologie 
zur Endonuclease- und Reversen Transkriptase/RNAseH-Region eines copia- 
bzw, copia-ahniichen Elements aufweisen (siehe Fig. 1B). Die beobachteteh $e- 



quenzunterschiede in den Eiementen dieser Subfamiiie lieBen sich jetzt - im Ge- 
gensatz zu den oben beschriebenen Versuchen fur die Ecorep-Sequenzen - mit 
dem vorstehend beschriebenen, geeigneten PCR-Primern -fur die genetische 
Analyse in KokosnuB ausnutzen. Dieses Verfahren zur Genomanalyse in 
KokosnuB wurde als ISTR(inverse sequence-tagged repeat)-Analyse bezeichnet. 

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, daB diese Subfamiiie mit hoher Se- 
quenzkonservierung offensichtlich ubiquitar in der Pflanzen- und Tierwelt sowie 
beim Menschen und in Mikroorganismen vertreten ist, da die Verwendung der 
identischen ISTR-Primer (siehe auch Tabeilen 1 und 2), wie sie auf der Basis der 
erfindungsgennafi ermittelten KokosnuBsequenzen entwickelt wurden, sowohl fur 
andere Pflanzenspezies als auch fur Tiere und den Menschen sowie den 
Mikroorganismen hochpolymorphe DNA-Fingerprints ergibt. Dabei lassen sich 
nicht nur eine Vieizah! von ■ polymorphen Markern entdecken, die jn der 
Nachkommenschaft segregieren ("single locus/muitiple allele' -Marker), sondern 
es entstehen auch neue polymorphe Marker (individuum-spezifische Marker), die 
z.B. in kontrollierten Kreuzungen (Beispiele Rind, Schaf) weder im Vater noch in 
der Mutter vorhanden sind und m5glicherweise auf Rekombinationsereignisse 
oder die Ampliftkation bestimmter genomischer Bereiche zuruckzufuhren sind. 
Jeder Fingerprint ist foiglich einzigartig fur den individuellen Nachkommen bei 
identischen Eltern. Im Humanbereich konnte gezeigt werden, daB dies sogar fur 
eineiige Zwillinge gilt, 'die . f£lr mehrere der verwendeten ISTR-Primer-Paare 
voneinander verschiedene Fingerprints zeigten (siehe Fig. 8). 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Verwendung ist somit 
dadurch gekennzeichnet, daB mit dem Primer oder dem Primerpaar ein Finger- 
print mit DMAs aus dem gesamten Mikroorganismen-, Tier- und Pflanzenreich, 
umfassend 

(a) das Tierreich mit alien Unterreichen, vorzugsweise die Metazoen, darin 
enthalten die UnterstSmme der Vertebraten, dabei vorzugsweise die 
Klasse der Saugetiere, darin enthalten insbesondere die Familie der Ho- 
miniden und die Familie der Bovidae, darin enthalten die Spezies Bovis 
taurus und Ovis aries, sowie alle Rassen und Varietaten, die sich aus den 
entsprechenden Spezies ableiten lassen; 

(b) das Pflanzenreich mit alien Unterreichen, vorzugsweise die der Mycobionta 
und Cormobionta, bei letzterer vorzugsweise die Abteilung der 
Spermatophyten, darin vorzugsweise die Kiasse der Monocotyledonae mit 





ihren Familien der Areaceae und ihren Vertretern der Spezies Cocos 
nucifera oder der Familie der Poaceae mit ihren Vertretern der Spezies 
Hordeum vulgare und Zea mays, auBerdem besonders bevorzugt die 
Klasse der Dicotyiedonae mit ihren Familien, z.B. der Solaneceae und 
ihrem Vertreter der Spezies Soianum tuberosum, Nicottana tabacum, 
Petunia hybrida, oder z.B, die Familie der Brassica'ceae mit ihrem Vertreter 
der Spezies Brassica napus oder die Familie der Chenopodiaceae mit 
ihrem Vertreter Beta vulgaris sowie alle Varietaten und Sorten, die sich von 
der entsprechenden Spezies ableiten iassen; 
(o) den Menschen; und 

(d) Mikroorganismen umfassend prokaryotische Mikroorganismen, dabei 
vorzugsweise Gram-positive Bakterien wie z.B, Milchsaurebakterien, 
Sarcina und Coryneforme Bakterien und Gram-negative Bakterien wie z.B. 
Neisseria und Enterobakterien, und eukaryotische Mikroorganismen 
umfassend Pilze, dabei vorzugsweise Phycomyceten wie z.B. 
Phytophthora und Ascomyceten wie z.B. Hefen 

erhaltiich ist. 

Besonders vorteilhaft im Sinne der erftndungsgema&en Verwendung ist, daS Fin- 
gerprints vergleichbarer Auflosung und Sensitivitat mit DIG-markierten PCR-Pro- 
dukten direkt im Gel ohne die genereil in bekannter Weise vorgenommene Uber- 
tragung der DNA-Fragmente auf Membranen (Southern Blot) sichtbar gemacht 
wurden. Damit ist die Erstellung derartiger Fingerprints in einfachster Weise 
(Auftrennung der PCR-Fragmente im Sequenzgel; direkter Nachweis im Gel, 
Computer-unterstutzte Datenanaiyse durch direktes Einscannen der Sequenz- 
gele) ohne die Verwendung von Radioaktivitat ermoglicht worden. 

Somit ist eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform der erfindungsgemSRen Ver- 
wendung dadurch gekennzeichnet, daS die zu analysierenden DNAs mit dem 
Primer oder dem Primerpaar durch PCR amplifiziert und nachfolgend der GroBe 
nach auf einem Gel aufgetrennt werden. 

Der Fachmann weiG aus dem Stand der Technik, wie er die Bedingungen fur eine 
geeignete PCR auszuwahlen hat. Auch Verfahren zur Auftrennung von PCR- 
amplifizierten DNAs auf einem Elektrophorese-Gel, das vorzugsweise ein Po- 
lyacrylamidgel ist, ist dem Stand der Technik zu entnehmen. 



In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 1st das Gel ein Sequenzgel. Die 
Herstellung von Sequenzgeien ist ebenfalls im Stand der Technik bekannt und 
beispielsweise beschrieben in Sambrook et aL, "Molecular Cloning, A Laboratory 
Handbook", CSH Press, Cold Spring Harbor, 1989. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist die - erfindungsgemaSe Ver- 
wendung dadurch gekennzeichnet, daG als weiterer Schritt ein Southern Blot 
durchgefuhrt wird, und die auf die Membran ubertragenen DNAs durch Hybridi- 
sierung mit einer Sonde sichtbar gemacht werden. 

Diese Ausfuhrungsform ist als Alternative zu den vorstehend beschriebenen bei- 
den Ausfuhrungsformen zu sehen. Sie erfordert zwar mehr Aufwand und den 
Umgang mit Radioaktivitat, ist jedoch durchaus fur Labors geeignet, die eine we- 
niger aufwendige Laboreinrichtung betceiben, so z.B. keinen Scanner mit daran 
angeschiossenen. Computer besitzen. Die Durchfuhrung von Southern Blots so- 
wie die Hybridisierungen mit einer geeigneten Sonde sind ebenfalls im Stand der 
Technik bekannt und beispielsweise in Sambrook et al. t a.a.O., beschrieben. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgema- 
Ben Verwendung ist die Sonde der erfindungsgemaSe Primer bzw. das erfin- 
dungsgemaSe Primerpaar. 

Da die Primer Bestandteil der amplifizierten DNA sind, ist durch sie in einfacher 
Wetse auch ein Nachweis der Banden auf der fDr den Southern Blot verwend Jten 
Membran moglich. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaGen Verwen- 
dung tragt der Primer oder das Primerpaar eine Marklerung. 

In einer besonders bevorzugten Verwendung ist die Markierung eine nicht-radio- 
aktive Markierung, insbesondere Digoxigenin, Biotin oder ein Fluoreszenz- 
farbstoff, ein Farbstoff oder eine radioaktive Markierung, insbesondere 32 P. 
Insbesondere die Markierung der Primer mit Digoxigenin und die Anfarbung nach 
Amplifikation der DNA und gelelektrophroetischer Auftrennung direkt im Gel kann 
von alien Labors oder interessierten Zuchtern unter Einsatz eines geringen Gera- 
teaufwands (PCR-Reaktion, Elektrophorese auf Sequenzgeien) und Verzicht auf 
Radioaktivitat verwendet werden. Die Speicherung und Verarbeitung der Daten 
geschieht vorzugsweise durch direktes Einlesen des gefarbten und getrockneten 
Gels mittels Scanner in einen Computer. Weiterhin ist die Moglichkeit gegeben, 
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durch Reisolierung von PCR-Produkten aus dem Sequenz-Gel, Reamplifikation 
und Sequenzierung spezifische Primer zu entwickeln, die aliel-spezifische 
Amplifizierungsprodukte ergeben-. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung weist der Primer 
die in Tabelle 2 angegebene Sequenz auf. 

Diese Primer sind bevorzugte Beispiele der von den Erfindern in bisherigen DNA- 
Fingerprint-Anaiysen angewendeten Primer. 

Ferner ist in der erfindungsgemaBen Verwendung besonders bevorzugt, daS der 
Primer eine Sequenz aufweist, die mit einer der in Tabelle 1 oder 2 dargestellten 
Sequenzen uberlappt. Dabei umfaBt der Oberiappungsbereich mindestens 1 
Nukleotid, vorzugsweise mindestens 5 Nukleotide und besonders bevorzugt 
mindestens 10 Nukleotide, 

Die Sequenz dieser in der erfindungsgemaSen Verwendung einsetzbaren Primer 
kann nach Standardverfahren ermittelt werden, beispielsweise durch 
Sequenzierung der Sequenzen, die den in den Tabellen 1 und 2 dargestellten 
Otigonukleotidsequenzen in den copia- oder copia-Shnlichen Elementen 
benachbart sind. 

Der Begriff "Gberlappende Sequenzen" umfaSt erfindungsgemaB auch 
Sequenzen, von denen die eine von einer anderen vollstandig umfaBt ist. Zur 
Erlauterung sei dabei auf Tabelle 2 sowie Beispiel 9 verwiesen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist die erfindungsgema&e Ver- 
wendung dadurch gekennzeichnet, daB die Fingerprint-Analyse fur Biodiversi- 
tatsstudien, Studien zur genetischen Verwandtschaft, taxonomische Studien, und 
insbesondere in der Rechtsmedizin, der Zuchtung, tm Sortenschutz, im Genbank- 
Management, in der Populationsgenetik und fur Evolutionsstudien eingesetzt 
wird. 

Daruber hinaus betrifft die Erfindung Primer zur erfindungsgemaSen 
Verwendung, die dadurch gekennzeichnet sind, daB die Primer eine der in 
Tabelle 2 dargestellten Sequenzen aufweisen oder eine Sequenz, die mit einer 
der in Tabelle 1 oder 2 dargestellten Sequenzen uberlappt 

Ferner betrifft die Erfindung Kits, die mindestens 1 Primer und vorzugsweise 
mindestens 1 Primerpaar enthaiten, der bzw. das an das in Figur 2b dargestellte 



copia-ahnliche Element der KokosnuB hybridisiert bzw. die vorstehend 
beschrieben wurden. Die Primer weisen vorzugsweise die in den Tabelien 1 
und/oder 2 dargestellten Sequenzen oder damit uberlappende Sequenzen auf. 
Die erfindungsgemafien Kits konnen vielseitig eingesetzt werden. Beispielhafte 
Anwendungsbereiche wie die ZQchtung wurden vorstehend angegeben. 

Auch betrifft die Erfindung die Verwendung der vorstehend beschriebenen Primer 
zur Hersteilung der erfindungsgema&en Kits. Die Hersteliung der Kits selbst 
erfoigt vorzugsweise nach Standardverfahren. 

SchlieSiich betrifft die Erfindung die Verwendung von Primern, die an das in Figur 
2b dargestellte copia-ahniiche Element der KokosnuS hybridisieren, wobei die 
Primer vorzugsweise zu einer der vorstehend nSher definierten Gruppen gehoren, 
zu Nachweis von Rekombinationsereignissen bei Kreuzungen, insbesondere in 
der Tier- und Pflanzenzucht. 

Die Figuren zeigen: 

Fig. 1: Bereich eines im Gerstengenom vorkommenden copia-ahnlichen Ele- 
ments Bare-1 (Fig. 1A, aus Manninen und Schulman, Plant Mol. Biol., 
22: 829-846, 1993), der als in tandem wiederholte copia-ahnliche Se- 
quenz (Rohde u.a M J. Gertet & Breed., 49: 179-186, 1995 ) im Genom 
der KokosnuB (Cocos nucifera L.) gefunden wurde (Fig. 1B), 

(A) Schematische Darsteilung des copia-ahnlichen BARE-1 -Elements 
aus Gerste. 

ED: Endonuklease; RT: Reverse Transkriptase; RH: RNAse H). 

(B) Lage von repetitiven copia-ahnlichen Sequenzen aus der Kokos- 
nuS relativ zu homologen Sequenzen auf dem Gersten-BARE-1 -Ele- 
ment. Der schraffierte Bereich kennzeichnet die Position der kurziich 
gefundenen "Spacer-Region" (Rohde u.a., J. Genet. & Breed., 49: 179- 
186,1995 ). 

Fig. 2: Amplication der "Spacer-Region" zwischen benachbarten copia-ahn- 
lichen Sequenzen im KokosnuB-Genom (A) und ungefShre Position 
bisher verwendeter Primer fQr die ISTR-Analyse (B). 
(A) Fur die Amplifikation zur Klonierung und Sequenzierung der Re- 
gionen zwischen zwei benachbarten copia-ahnlichen Elementen der 




KokosnuB wurden die Primerpaare ISTR5/ISTR-1 und ISTR5/ISTR-2 
verwendet. Die Richtung der Pfeile symbolisiert die S'-^'-Orientierung 
der verwendeten Oligodeoxynukleotide. 

(B) Die einzelnen Primer sind in der Regel zwischen 18 und 20 Nu- 
kleotiden lang und wurden analog zur Sequenz des Ecorepl -Elements 
synthetisiert (Rohde u,a., J. Genet & Breed., 49: 179-186, 1995). Die 
mit versehenen Primer sind komplementar zur kodierenden Se- 
quenz des copia-Elementes und konnen mit jedem beliebigen Primer 
der "plus"-Serie fur die ISTR-Anaiyse kombiniert werden. 

Fig/3: ISTR-Analyse von Populationen am Beispiel der KokosnuS (aus 
Rohde u.a M J. Genet. & Breed., 49: 179-186, 1995). 

(A) In den Spuren 1 bis 7 wurden einzelne Palmen einer East African 
Tall (EAT) Population durch ISTR-Analyse mit den Primerpaaren 
ISTR5/ISTR-2 (links) bzw. ~ISTR5/iSTR-1 (rechts) charakterisiert In 
den Spuren 8 und 9 sind Kontrollanalysen einer einzelnen Rennell 
island Tall(RLT)- oder Pemba Red Dwarf(PRD)-Palme aufgetragen. 

(B) ISTR-Analyse zweier Malayan Yellow Dwarf(MYD)-Populationen 
aus Tanzania und den Philippinen mit dem Primerpaar ISTR5/ISTR-2. 

Fig, 4: Generelle Anwendung von ISTR-Primern im Pflanzenbereich. 

DNA verschiedener Pflanzenspdzies wurde einer Amplifikation mit den 
Primern ISTR5/ISTR-2 unterzogen. In den einzelnen Spuren wurden 
die PCR-Produkte folgender Pflanzen aufgetragen: 
1: Tabak, 2: Gerste, 3: Kartoffel, 4: Mais, 5: Antirrhinum, 6: Arabidop- 
sis, 7: Raps, 8: Craterostigma, 9: Petunie, 10; Petersilie, 11: Sisal, 12: 
Milala-Pafme, 13: Borassus-Palme, 14: Kokospaime, 15: Zuckerrube, 
16: Cuphea, 17: Hefe. 

Fig. 5: ISTR-Analyse von einzelnen Angehorigen der Familie der Arecaceae 
(Palmae). DNAs von 17 verschiedenen Palmenarten wurden in einer 
Standard-PCR«Reaktion mit den Primern ISTR5/ISTR-2 amplifiziert 
und auf einem 4% PAGE-Gel aufgetrennt. In den einzelnen Spuren 
sind die PCR-Produkte folgender Pflanzen aufgetragen: 1: Hyphaene 
petersiana Mart.; 2: Bisrnarckia nobilis Hildebrandt & H, WendL; 3: 
Eugeissona utilis Becc; 4: Korthalsia echinometra Becc; 5: Mauritiella 
aculeata (H.B. & K.) Burret; 6: Nypa fruticans Wurmb.; 7: Pseudo- 
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phoenix sargentii H. Wendl. ex Sarg.; 8: Oraniopsis appendiculata 
(F.M.Bailey) J.Dransf., Irvine and N.W.Uhl; 9: Socratea exorhizza 
(Mart.) H.Wendl.; 10: Halmoorea tripatha J. Dransf. & N.W.Uhl.; 11: 
Cyrtostachys peekeliana Becc; 12: Deckenia nobilis H.Wendl.; 13: 
Oncosperma tigillarium (Jack) Ridley; *14: Syagrus amara (Jacq.f.) 
Mart.; 15: Attalea allenii H.E.Moore ex LH.Bailey; 16: Scheelea in- 
signis (Mart.) Karsten; 17: Asterogyne martiana (H.Wendl.) H.Wendl. 
ex Hemsley. 

Fig, 6: ISTR-Analyse von Gerstensorten, 

DNAs von 35 verschiedenen Gersten-Genotypen warden in einer 
Standard-PCR-Reaktion mit den Prirnern ISTR5/ISTR-2 ampfitlziert 
und auf einem 4% PAGE-Gel aufgetrennt In den einzelnen Spuren 
sind die PCR-Produkte folgender Pflanzen aufgetragen: 1: Fiqjion; 2: 
Kaskade; 3: Red; 4: Georgie; 5: Alexis; 6: Marinka; 7: Flash; 8: Porti- 
kos; 9: Aura; 10: Gimpel; 11: Prisma; 12: Gitane; 13: Gavotte; 14: 
Manila; 15: Pilastro; 16: Masto; 17; Torrent; 17: Torrent; 18: Thibault; 
19: Onice; 20: Mette; 21: Robur; 22: Probidor; 23: Tania; 24: Mario 
Otter; 25: Nico; 26: Magie; 27: Vogelsanger Gold; 28: Tekto 2Q02; 29: 
Asse; 30: Calcaroides-C15 (ex Bonus); 31 : calcaroides-b2 (ex Bonus); 
32: calcaroides-b19 (ex Bonus); 33: Bonus; 34: Christina; 35: Nudinka. 

Fig. 7: Analyse einer Rinderfamilie (A) und zweier Schafsfamilien (B, C). 

(A) Funf Nachkommen sowie die beiden Eltern einer Rinderfamilie 
wurden einer ISTR-Analyse mit dem Primerpaar ISTR5/ISTR-2. V: 
Vater; M: Mutter. Die einzelnen Nachkommen sind numeriert Der Pfeil 
deutet auf einen Marker, der nicht in alien Nachkommen auftritt. 
(B, C) Analyse zweier Schafsfamilien mit Nachkommen einer Kreu- 
zung zwischen dem identischen Vater und Mutter M1 (B) sowie Mutter 
^ M2 (C). Pfeile zeigen segregierende ISTR-Marker an; Sterne deuten 
auf individuum-spezifische Marker, die weder in den Eltern noch in den 
Geschwistern vorhanden sind. 

GSM: Marker (untere Bande des Triplets), der mit der mannlichen Ge- 
schlechtsauspragung kosegregiert. V; Vater. Die einzelnen Nachkom- 
men der verschiedenen ZQchtungen sind numeriert. 
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Fig. 8: Analyse dreier Menschenfamilien 1, II und III mit verschiedenen Pri- 
merpaaren. 

(A) ISTR-Analyse mil dem Prirnerpaar ISTR6/ISTR-1. (B) ISTR-Ana- 
lyse mit dem Prirnerpaar 1STR6/ISTR-2. V: Kindvater; M: Mutter; SSM; 
sexspezifischer Marker. Die Nachkommen sind numeriert Die beiden 
Nachkommen der Familien I und II sind eineiige Zwillinge. 

Fig. 9: Figur 9 zeigt die DNA Analyse von Weinsorten. Fur die ISTR- 
Fingerprint-Analyse wurde DNA aus 19 verschiedenen' Weingenotypen 
mit dem Prirnerpaar ISTR5/ISTR-2 einer PCR-Reaktion unterzogen. In 
den einzelnen Spuren wurden die PCR-Produkte folgender Pflanzen 
aufgetragen: 

1. Sangiovese piccolo precoce, 2, Sangiovese dell'EIba, 3. 
Sangiovese polveroso Bonechi, 4, Colorino americano, 5. Prugnolino 
medio, 6, Colorino del Valdarno, 7. Morellino, 8. Brunellone, 9. 
Sangiovese forte, 10. Sangiovese R10, 11. Saragiolo, 12. Colorino di 
Pisa, 13. Prugnolino dolce, 14. Morellino di Scansano, 15. Colorino di 
Lucca, 16. Giacch6, 17. Tinturier, 18. Sangiovese polveroso, 19. 
Prugnolo gentile. 

Fig. 10: Analyse von Phytophthora palmivora-lsolaten aus den Philippinen mit 
der Primer-Kombination ISTR5/1STR-2 



1: #P8704 (DRC089; Davao City, Mindanao); 2: #P8646 (DRC001; 
Davao Sur, Mindanao); 3: #P8652(DRC007; Davao City, Mindanao); 4: 
#P8650 (DRC005; Davao City, Mindanao); 5: #P8698 (DRC082; 
Zamboanga, Mindanao); 6: #P8684 (DRC065; De Oro City, 
|| Mindanao); 7: #P8676 (DRC053; Davao City, Mindanao); 8: #P8653 

(DRC008; Davao Norte, Mindanao); 9: #P8647 (DRC002; Davao 
Norte, Mindanao); 10: #P8649 (DRC004; Davao Norte, Mindanao); 11: 
#P8662; 12: #P8663 (DRC030; DavaO Norte, Mindanao); 13: #P8667 
(DRC036; South Cotabato, Mindanao); 14: #P8651 (DRC006; Davao 
Sur, Mindanao); 15: #P8674 (DRC047; Batangas, Luzon); 16: #P8660 
(DRC025; Laguna, Luzon); 17: #P8705 (DRC090; Davao Norte, 
Mindanao); 18: #P8665 (DRC033; South Cotabato, Mindanao). 
M: Kontroll-Reaktion mit DNA der MRD(Malayan Red Dwarf)- 
Kokospalme. 
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Fig. 11: ISTR-Analyse genomischer DNA mit den ISTR-Primerpaaren F6/B7 
(Fig. 11A) und F21/B21 (Fig. 11 B). 

A. Die einzelnen Spuren sind DNA-Fingerprints folgender genomischer 
DNAs. 1: EAT (KokusnuB); 2: PRD (KokusnuG); 3:SRT (KokusnuG); 4: 
Mensch; 5: Hamster; 6: Rostpilz. 

B. Spur 1: EAT (KokusnuS); 2: PRD (KokusnuG); 3: SRT (KokusnuS); 
4: Mensch; 5: Raps; 6; Gerste. 

Die angegebenen Zahienwerte uber den Spuren entsprechen den in 
der Standard-PCR-Reaktion gewShlten "annealingMerhperaturen. 

Die Beispiele erlautern die Erfindung, 

Beispiel 1 

Nachweis von Langenpolymorphismen bei der KokosnuG 

Fur diesen Versuch, der in Fig. 3 dargesteilt ist, wurden die Primerpaare 
ISTR5/ISTR-2 und ISTR5/ISTR-1 (siehe Tabelle 1) verwendet. Als zu untersu- 
chende DNAs werden die genomischen DNAs von einzeinen Paimen aus Popu- 
tationen von East African Tall (EAT) und Malayan Yellow Dwarf (MYD) sowie je 
einer einzeinen Paime Rennei Island Tall (RLT) und Petrtba Red Dwarf (PRD) 
verwendet. Die betreffenden Oligodeoxynukleotide (Primer) wurden mit Hilfe der 
Polynukleotidkinase in bekannter Weise an ihrem Ende mit 32 P radioaktiv markiert 
und in einer PCR-Reaktion eingesetzt. Diese wird standardmaBig in einem 
Volumen von 20 pi durchgefuhrt und enthalt je 1 pmol der Primer und 25 ng der 
zu amplifizierenden genomischen DNA in 1x PCR-Reaktionspuffer (z.B. der Firma 
GIBCO/BRL), 2.5 mM MgCI 2 , 0.25 mM dNTP (Deoxynukleosid-Triphosphate), und 
1 Einheit Taq-DNA-Polymerase. Das Gemisch wird zunachst fur 3 Min. bei 95°C 
denaturiert und danach werden insgesamt 40 Zyklen von 95°C (30 Sekunden, 
Denaturierung), 45°C (30 Sekunden, Anlagerung) und 72°C (2 Minuten, 
Synthese) durchgefuhrt. Die Reaktion wird durch einen Syntheseschritt (72°C fur 
10 Minuten) beendet, 10 pi Farbstoffgemisch (in Formamid) hinzugefugt und nach 
erneutem Erhitzen 3 pi davon auf einem 4% Polyacrylamid-Sequenzgel 
aufgetrennt. Das Gel wird nach Trennen der beiden Glasplatten in bekannter 
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Weise an einer der Sequenz-Glasplatten getrocknet und die aufgetrennten radio- 
aktiv markierten PCR-Produkte durch Belichten eines Rontgenfiims sichtbar ge- 
macht. 

Wie aus Fig. 3 hervorgeht, sind eine Reihe von DNA-Produkten alien Palmen 
gemein, aber es sind in beiden Populationen auch Unterschiede in einzelnen 
Palmen zu beobachten. Dies ist weniger uberraschend fur den M Tali"-Typ EAT 
(Fig. 3A), da fur diese KokosnuS-Typen Fremdbefruchtung im Feld beobachtet 
warden ist. Uberraschenderweise entdeckt die ISTR-Analyse jedoch auch im alf- 
gemeinhin als autogam geltenden "Dwarf -Palmentyp wie MYD Unterschiede in- 
nerhalb der Populationen sowie auch Unterschiede zwischen den Populationen 
aus Tanzania und den Philippinen (Fig. 3B). Mit bisher verwendeten RFLP- 
Markern konnten Unterschiede in Dwarf-Populationen nicht nachgewiesen wer- 
den, DarQberhinaus ist ersichtlich, da£ die Verwendung des Primerpaars 
ISTR5/1STR-1 nicht nur - wie von der Lage des ISTR-1-Primers erwartet (Fig. 2B) 
- etwa 100 bp kleinere PCR-Produkte ergibt, sondern auch neue Polymorphismen 
verursacht Die Ursache hierfur kann nur vermutet werden, aber dieser Befund 
erSffnet die Moglichkeit, basierend auf den ermittelten copia-ahnlichen Sequen- 
zen der KokosnuG alle denkbaren copia-Shnlichen Sequenzen und Primerkornbi- 
nationen fur die ISTR-Analyse einzusetzen. Dieses einfache Experiment zeigt 
daher eindrucksvoll, wie bereits mit Hilfe einer einzigen PCR-Amplifikation unter 
Verwendung des identischen Primerpaares eine reproduzierbare Fingerprintana- 
lyse einzelner Palmen und Aussagen zur genetischen Homogenitat von Popula- 
tionen ermogficht werden. Dieses experimented ProtokoII ist fur alle ISTR-Primer 
anwendbar und wurde, wenn nicht anders angegeben, auch fur die 
nachfolgenden Beispiele benutzt. 
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Tabelle 1 

Beispiele verwendeter Oligodesoxynukleotide (ISTR-Primer) fur die ISTR-Analyse 



ISTR-Primer Sequenz (5'-»3') 



Vorwartsprimer 



ISTR1 AGG AGG TGA ATA CCT TAG 



ISTR2 AAA ATG GCA TAG TCT CTC 



ISTR3 GTC GAC ATG CGA TCT TTC 



ISTR4 TAT AGT ACC TAT TGG GTG 



ISTR5 ATA TAT GGA.'CTT AAG CAA GC 



ISTR6 GTA TTG TAG GTG GAT GAC ATC 



ISTR7 CAA CAG TGC TCC CAC TGA 



ISTR7' TGC TAG GAC TTT CAC AGA 



RuckwSrtsprimer 



*Wt ISTR-1 TTT TCT ACT TCA TGT CTG A 



ISTR-2 AAT AAA TCG ATC ATC GAC 



ISTR-3 ATT CCC ATC TGC ACC AAT 



ISTR-4 ATG TCA TCC ACG TAC AAT 



ISTR-5 CTT CTG TGA AAG TCC TAG 
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Beispiel 2 

Test auf generelle Anwendung bei Pflanzen 

Urn die Mogiichkeit zu ergrunden, die KokosnuG-spezifischen iSTR-Primer gene- 
rell in Pflanzen fur den Nachweis von DNA-Polymorphismen in copia-ahnlichen 
Sequenzen anzuwenden, wurden in dem in Beispiel 2 durchgefuhrten Versuch 
die genomischen DNAs verschiedener Pflanzen mit dem ISTR-Primerpaar 
ISTR5/ISTR-2 in einer PCR-Reaktion eingesetzt. Aus Fig. 4 ist ersichtlich, daG> 
von Tabak- bis zu Hefe-DNA alle eingesetzten DNAs durch KokosnuS-spezifische 
Primer individuelle PCR-Produkte ergeben. Ahnliche Versuche wurden auch mit 
anderen ISTR-Primerkombinationen durchgefuhrt. Dies zeigt, daS ahnliche wie 
die fur KokosnuS beschriebenen Familien von benachbart gelegenen copia- 
ahniichen repetitiven Elementen in niederen und hoheren Pflanzen existieren und 
fur eine Fingerprintanalyse zuganglich sind. Als Konsequenz ist die ISTR-Analyse 
daher uber die in Beispiel 1 fur eine einzelne Pflanzenspezies gezeigte 
Mogiichkeit hinaus anwendbar for die Charakterisierung genetischer Diversitat 
und das Erfassen pflanzengenetischer Resourcen, entweder in Genbanken oder 
durch in situ-Konservierung. 

I 

Beispiel 3 

Test auf Anwendung innerhalb einer Pflanzenfamiiie am Beispiel der Palmen 
(Arecaceae) 

Die mogliche Anwendung der ISTR-Analyse zu taxonomischen Studien wurde mit 
Hilfe des ISTR-Primerpaars ISTR5/ISTR-2 an Pflanzenspezies der Familie Are- 
caceae (Palmae) durchgefuhrt. Dazu wurden DNAs von 17 Palmenarten (siehe 
Legende zu Fig. 5) in einer PCR-Reaktion mit den erwahnten Primern amplifiziert 
und die PCR-Produkte in bekannter Weise analysiert. Wie aus Fig. 5 ersichtlich, 
wird fur jede Palme ein unterschiedlicher Fingerprint erhaiten, der es ermdglicht, 
die Daten durch Computer-unterstutzte Auswertung einer entsprechenden Matrix 
zur Ermittlung biologischer Diversitat durch die Erstellung von Dendrogrammen 
nach ublichen Verfahren zu verarbeiten. Fur die praktische Anwendung ist zum 



Beispiel von Bedeutung, welche genetische Verwandtschaft etwa zwischen den 
bedeutenden Oipflanzen der Ol- und der KokosnuS-Palme existieren. Genetische 
Marker etwa fur das fur die Olausbeute bedeutsame Merkmal der NuSschalen- 
dicke konnten dann in beiden Spezies fur die Zuchtung Anwendung finden, wenn 
diese genetisch hochverwandt sind. 

Beispiel 4 

Test auf Anwendung bei gezQchteten Sorten am Beispiel der Gerste 

Die Charakterisierung von gezQchteten Sorten durch Fingerprintanalyse mil Hilfe 
der ISTR-Technologie wurde am Beispiel von Gerstensorten getestet Fig. 6 zeigt 
eine PAGE-Analyse von PCR-Produkten, die fur insgesamt 35 Varietaten bzw. 
Genotypen erhalten wurde. Die hohe genetische Ven/vandtschaft der untersuch- 
ten Hochleistungssorten ist aus der hohen Anzahl von monomorphen DNA-Frag- 
menten ersichtlich. Dennoch konnten allein aus dieser einen Analyse insgesamt 
44 polymorphe Marker identifiziert werden, die vor aliem im oberen Bereich des 
Sequenzgels gelegen waren. Diese Marker wurden in einer Matrix angeordnet 
und daraus nach der UPGMA-Methode ein Dendrogramm ermittelt. Die Tatsache, 
dafi die Sorte Bonus (Spur 33) nicht von calcaroides-b19 (Spur 32) zu unter- 
sohieden is^, ist nicht wfeiter venvunderlich, da dieser Genotyp eine in Bonus er- 
zeugte rezessive Mutante ist. Dies gilt allerdings auch fur die Genotypen Calca- 
roides-C15 (Spur 30) und calcaroides-b2 (Spur 31), die durch Mutagenese im 
selben genetischen Hintergrund erzeugt worden waren. Allerdings wurden. hier fur 
die Mutagenese Neutronen-{Calcaroides-C15) bzw. Rontgenstrahlen 
(calcaroides-b2 ) als Mutagene verwendet, die auf chromosomaler Ebene in der 
Regel zu Deletionen und Inversionen fuhren, wahrend calcaroides-b!9 aus Bonus 
durch Natriumazid-Behandlung erhalten wurde, die Punktmutationen hervorruft. 
Dieses Beispiel erlautert daher einmal, daG die ISTR-Analyse Hinweise auf 
Umordnungen des genetischen Materials zu geben vermag. Zweitens ist allein 
aus der Verwendung eines einzigen ISTR-Primerpaars eine Fingerprintanalyse 
von Hochleistungssorten moglich. Daraus folgt, dafi mit der Verwendung weiterer 
ISTR-Primerpaare ein eindeutiger sortenspezifischer Fingerprint erhalten werden 
kann, der als biochemische Charakterisierung der Sorte dient (Sortenschutz). 




Beispiel 5 

Test auf Anwendung bei Tieren: Evidenz fur segregierende sowie neu entste- 
hende Marker in Familien 

Zum Test auf die generelle Anwendbarkeit der ISTR-Analyse genetischen Mate- 
rials autierhalb des Pflanzenreichs wurden Tierfamiiien untersucht, bei denen der 
Vater durch kontrollierte Zuchtung (in vitro-Fertilisation) bekannt war. Fig. 7 illu- 
striert eine ISTR-Analyse mit dem Primerpaar ISTR5/ISTR-2 an einer Rinderfami- 
lie (Fig. 7A) und an zwei Schaffamilien mit identischem Vater, aber zwei ver- 
schiedenen MQttern M1 (Fig. 7B) und M2 (Fig. 7C). Aus beiden Analysen ist er- 
sichtlich, daS 1) KokosnuG-spezifische ISTR-Primer auch im Tierreich zur Fin- 
gerprintanalyse angewendet werden kSnnen, und dafi 2) sowohl segregierende 
Marker (siehe Pfeile in Fig. 7C) als auch Individuum-spezifische Marker (siehe 
Sterne in Fig. 7) durch die ISTR-Analyse zugangiich sind. Einen Hinweis, daS 
segregierende ISTR-Marker mit wichtigen Phanotypen kosegregieren konnen, 
gibt die mit SSM (sexspezifischer Marker) bezeichnete DNA-Bande des promi- 
nenten Triplets in Fig. 7B, C: Diese Bande ist im Vater, nicht jedoch in den beiden 
MQttern vorhanden- TatsSchlich sind die beiden Nachkommen der Familie 1 (Fig. 
7B) weiblichen Geschlechts, wahrend die Familie 2 (Fig. 7C) einen mannlichen 
Nachkommen hat. Die Tatsache, daft elterliche Marker nicht in alien Nach- 
kommen vorhandqjp sind (siehe Pfeil in Fig. 7A) bzw. daS neue Marker entstehen 
(siehe Sterne in Fig. 7), kann als Hinweis interpretiert werden, dak die ISTR- 
Analyse Rekombinationsereignisse bei Kreuzungen entdecken kann. 

Beispiel 6 

Test auf Anwendung beim Menschen: Evidenz fur geschlechts- und lndividuum- 
spezifische Polymorphismen 

Dieses Beispiel erlautert die Anwendung der ISTR-Analyse im humanen Bereich. 
Dazu wurden drei Familien 1, II und III analysiert, wobei die beiden Kinder der 
Familien I und II jeweils homozygote (eineiige) Zwillinge waren. Da von vor- 
neherein nicht zu erwarten war, daS ISTR-Primer DNA-Polymorphismen bei ein- 
eiigen Zwillingen entdecken konnen (hochpolymorphe Mikrosatellitenprimer zei- 
gen keine Unterschiede; Haas, Institut fdr Rechtsmedizin, Universitat Giessen; 
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persdnliche Mitteilung), wurden 6 verschiedene ISTR-Primerpaare getestet. Bei 
alien 6 Analysen sind DNA-Polymorphismen sichtbar, und zwei der ISTR-Analy- 
sen mit den Primerpaaren ISTR6/ISTR-1 und ISTR6/ISTR-2 sind in Fig. 8 darge- 
stellt Die Analyse mit d#m Primerpaar ISTR6/ISTR-1 (Fig. 8A) ist bemerkenswert 
fur die Vielzahl von polymorphen DNA-Banden, die Individuum-spezifisch sind 
und selbst bei den beiden Paaren von eineiigen Zwillingen der Familien I und II 
eine eindeutige Charakterisierung des individuellen Menschen zulassen. Dies trifft 
ebenfalls fur die in Fig. 8B mit dem Primerpaar ISTR6/ISTR-2 durchgefuhrte 
ISTR-Analyse zu, auch wenn die Anzahl der polymorphen Banden geringer ist. 
Bemerkenswerterweise findet sich hier unter den neuen Polymorphismen eine 
DNA-Bande (SSM in Fig, SB), die nur in den drei Vatern, nicht jedoch in den drei 
Muttern und den funf Kindern auftritt. Tatsachlich konnte es sich hier, wie im Bei- 
spiel 5 fur die Schaffamilien erv/ahnt, um einen geschlechtsspezifischen Marker 
handeln, da alle 5 Kinder weiblichen Geschlechts sind und somit eine strikt 
geschlechtsspezifische Segregation bei insgesamt 11 Individuen gegeben ist. 

Beispiel 7 

Nachweis von ISTR-Fingerprints bei Wein 

Fur diesen Versuch, der in Figur 9 dargestellt ist, wurde das Primerpaar 
ISTR5/ISTR-2 (siehe Tabelle 1) verwendet. Als zu untersuchende DNAs wurden 
die genomischen DNAs von 19 Vitis vinifera L Pflanzen einschlieSlich 13 
vermuteter H Sangiovese M Genotypen und 6 "gefarbte" Ecotypen verwendet, deren 
Fruchte von Bedeutung fur die intensive Rotfarbung des Weines sind. Aus Figur 9 
ist ersichtlich, daS eine groSe Anzahl polymorpher DNA-Fragmente erhalten* 
wurde. Obwohl die Variabilitat am gr6fiten in den "gefarbten" Ecotypen ist, konnte 
die ISTR-Anaiyse auBerdem einen hohen Anteil von Polymorphismen in den 
"Sangiovese'-Genotypen feststellen. Diese Unterschiede sind moglicherweise auf 
die polyclonal Herkunft vieler Weinkultivare zuruckzufuhren. Daher zeigt auch 
dieses Beispiel, daS die ISTR-Analyse eine effiziente und sensitive Methode fur 
die Untersuchung der genetischen Diversitat innerhalb von Ecotypen und fur die 
Identifizierung von einzelnen Clonen einsetzbar ist 
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Anwendung des ISTR-Fingerprints bei Mikroorganismen 

AIs Beispiel fur die Anwendung der ISTR-Technologie auf Mikroorganismen 
dienten Isolate des Pilz Phytophthora palmivora, der auf Kokospalmen lethale 
Erkrankungen ("bud rof) hervorruft. Es wurde hier ein besonders diffiziies 
Beispiel fur die Anwendung einer DNA-Marker-Technologie gewahlt, fur das 
eigentlich aufgrund der begrenzten genetischen Diversitat nur wenige 
Polymorphismen erwartet wurden, da es sich in alien Fallen urn P. palmivora- 
Isolate handeite, die zudem ausschlieGlich in den Philippinen isoliert wurden und 
auch hier uberwiegend lokal begrenzt waren (die Isolate stammten vorwiegend 
von der insel Mindanao). 

Es wurden je 1 jjg DNA von achtzehn P. paimivora-lsolaten aus den Philippinen in 
einer Standard-PCR-Reaktion mit der Primer-Kombination ISTR5/ISTR-2 
amplifiziert, die Produkte in bekannter Weise durch PAGE auf einem 4%igen 
Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und die einzelnen Banden durch Autoradiographie 
sichtbar gemacht. Fig. 10 zeigt das Ergebnis dieser Analyse, Bereits durch die 
Gelanalyse (Fig. 10A) werden mit einer einzigen ISTR-Primer-Kombination eine 
Fulle polymorpher DNA-Fragmente sichtbar, DreiEig dieser Banden wurden nach 
bekannten Verfahren der Cluster-Analyse ausgewertet zu Phenogrammen nach 
der UPGMA-Methode (SAHN-Clustering; Fig. 10B) und durch PCA (principal 
coordinate analysis; Fig.lOC). Die erhaltenen Daten stimmen gut mit der anhand 
von RAPD-DNA-Marker-Analysen vorgenommenen Klassifizierung dieser Isolate 
uberein. 



Beispiel 9 

Spezifitat der ISTR-Analyse bei uberlappenden Primer-Paaren 

Die nachstehend genannten und in Tabelle 2 aufgefuhrten Oligodesoxynukleotide 
(Primer) wurden mit Hilfe der Polynukleotidkinase in bekannter Weise an ihrem 
Ende mit 32 P radioaktiv markiert und in einer PCR-Reaktion eingesetzt. Diese 
wurde standardgemaS in einem Volumen von 20 pi durchgefuhrt und enthielt je 1 
pmol der Primer und 25 ng der zu amplifizierenden genomischen DNA in 1x PCR- 
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Reaktionspuffer (z.B. der Firma GIBCO/BRL), 2.5 mM MgCI 2 , 0.25 mM dNTPs 
(Desoxynukleosid-Triphosphate), und 1 Einheit Taq-DNA-Polymerase. Das 
Gemisch wurde zunSchst fOr 3 Min. bei 95°C denaturiert. Danach wurden 
insgesamt 40 Zyklen von 95°G (30 Sekunden, Denaturierung), 50°C bzw. wie in 
der Legende zu Fig. 11 angegeben (30 Sekunden, Anlagerung oder "annealing") 
und 72°C (2 Minuten Synthese) durchgefuhrt. Die Reaktion wurde durch einen 
Syntheseschritt (72°C fur 10 Minuten) beendet, 10 ul ubliches Farbstoffgemisch 
(in Formamid) hinzugefugt und nach erneutem Erhitzen 3 pi davon auf einem 4% 
Polyacrylamid-Sequenzgel aufgetrennt. Das Gel wurde nach Trennen der beiden 
Glasplatten in bekannter Weise an einer der Sequenz-Glasplatten getrocknet und 
die aufgetrennten radioaktiv markierten PCR-Produkte durch Belichten eines 
Rontgenfilms sichtbar gemacht. Dieses experimentelle Protokoll ist fur alle ISTR- 
Primer anwendbar und wurde, wenn nicht anders angegeben, auch fur die 
nachfolgenden Beispiele benutzt. 



PCR-Primerfur die ISTR-Analyse mit F(forward)- und B(backward)-Primern 
Vorwartsprimer 



Tabelle 2 



F2 

F3 
F4 

F5 
F6 



F1 



AGG AGG TGA ATA CCT TAG 
TTT TCT ACT TCA TGT CTG AAT 



AAA ATG GCA TAG TCT CTC 
GTC GAC ATG CCA TCT TTC 
TAT AGT ACC TAT TGG GTG 




F7 
F8 
F9 



ATA TAT GGA GTT AAG CAA GC 
GTA TTG TAC GTG GAT GAC ATC C 



F10 



CAA CAG CGC TCC CAC TGA 
TGC TAG GAC TTT CAC AGA 
CAA CAG TGC TCC CAC TGA 



F11 
F12 
F13 
F14 
F15 



TAA TAG TGC TCC CAT TGA TCT 
TTG GAC AAC CAT ATT TTG ACT 
ATA TGG ACT TAA GCA AGC CA 
ACC CTT TTC TAC TTC ATG TCT 
GAT CAA AAA GTT TGG TTT CAT 



4 




F1 6 TAG AGT TTT CCA TAC TAA ACC 

F1 7 GCT CGG TAC CCA TAT ATG G 

F18 CAT ATT GGC GTT CAT GGA G 

F1 9 TCC ATG AAA GAC CTA GGT GA 

F20 AGT ATG GAA AAC TCT AAG AGG 

F21 ATA TAT GGA CTT AAG CAA GCA TCT CGG AGC 



Riickwarts primer 



B1 


III TCT ACT TCA TGT CTG AAT 


B2 


AAT AAA TCG ATC ATC GAC TC 


B3 


GGA TAT CCT ATG AAT CAA GC 


B4 


ATT CCC ATC TGC ACC AAT 


B5 


ATG TCA TCC AC G TAC AAT 


B6 


CTT CTG TGA AAG TCC TAG 


B7 


AAT CGT GTA TCT TCA AAA AAG 


B8 


ATA TAT GGA CTT AAG CAA GCA 


B9 


GGA ATA TCA TTC CCA ATA AG 


B10 


CCT CCT TAT TGG GAA TGA TAT 


B11 


GAA ACG AGT G I I CCA GTT C 


B12 


GAC CCT I I I GAA AAC ACA TG 


B13 


TCT TGG AGT TGG AAC ACT C 


B14 


G I I TCA ATG ATG TGA TCA AAA A 


B15 


GGG TAT TAA TCC CCT CCT AG 


B16 


AAA CCT AGC GGC TAT TCC AT 


B17 


GGC TAC AAT AGC ATG CAA TG 


B18 


CAG AGT TGA TAT CTG ATA TCG 


B19 


CCT CTA TAT CCT TTG AAA TAG 


B20 


CAC ATT GTG ATC TTC TAT AAT 


B21 


AAT AAA TCG ATC ATC GAC TCT AAA GGA CCT 



lm angefuhrten Beispiel der Temperaturabhangigkeit der PCR-Amplifikation 
wahrend der ISTR-Analyse wurden 2 Primerpaare verwendet, die i) uberiappen 
(F6 mit F21 sowie B7 mit B21; siehe Tabelle 2) und iij sich durch die Lange 
unterscheiden: 



i) Oberlappende Primer 

A) ISTR-Primerpaar F6(20mer)/B7(21mer) 

B) ISTR-Primerpaar F21(30mer)/B21 (30mer) 

Die gesamte Sequenz der Primer F6 und B7 ist in -den Primern F21 bzw. B21 
enthalten. Die in Fig, 11A und B gezeigten Ergebnisse belegen, dali auch 
Oberlappende Primer fur die ISTR-Analyse benutzt werden konnen und zu 
voneinander verschiedenen DNA-Fingerprints fuhren Qeweils Spuren 1-3). 

n) Temperaturabhangigkeit der ISTR-Analyse 

Die Spezifitat der ISTR-Primer gegenuber den sogenannten "arbitrary primers" 
(beliebig primende Oligodesoxynukleotide), wie sie von J. Welsh und M. 
McClelland in "Fingerprinting genomes using PCR with arbitrary primers", Nucleic 
Acids Res., 18:7213-7218 (1990) beschrieben worden sind, wurde durch die 
Temperaturabhangigkeit der PCR-Reaktion gezeigt Wahrend die von Welsh und 
McClelland beschriebenen Primer selbst bis zu einer Lange von 34 Nukleotiden 
keine PCR-Amplifikation bei 52 Grad "anneaiing"-Temperatur mehr ergaben (op. 
cit., s. 7215), zeigte die ISTR-Analyse mit den 30mer-ISTR-Primern sogar bei 
einer "annealing'-Temperatur von 72 Grad sowohl im homologen (Kokusnuft) als 
auch im heterologen System (Mensch/ Raps, Gerste) diskrete und 
reproduzierbare Fingerprints (Fig. 11B). Wie auf der Basis der Lehre diese 
Anmeldung fur die 'Lange per gewShlten Primer im ISTR-Primerpaar 
F6(20mer)/B7(21mer) nicht anders zu erwarten, erhielt man bei einer "anneaiing"- 
Temperatur von 55 Grad noch eine gute Amplifikation t nicht dagegen bei 60 Grad 
(Fig. 11 A). 



Patentanspruche 



Verwendung eines Primers oder Primerpaares zur DNA-Fingerprint-Ana- 
lyse, dadurch gekennzeichnet t daB mit dem Primer oder dem. Primerpaar 
ein Fingerprint sowohl von Menschen, als auch von Tieren, als auch voTi 
Pflanzen als auch von Mikroorganismen erhaitiich ist, und wobei der 
Primer oder das Primerpaar an DNA, die die Endonuclease, die Reverse 
Transcriptase oder die RNAse H eines copia- oder copia-ahnlichen 
Elements insbesondere aus der KokosnuB (Cocos nucifera L) codiert, 
hybridisiert. 

Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB mit dem 
Primer oder dem Primerpaar ein Fingerprint mit DNAs aus dem gesamten 
Tier- und Pflanzen reich, urnfassend 

(a) das Tierreich mit alien Unterreichen, vorzugsweise die Metazoen, 
darin enthalten die UnterstSmme der Vertebraten, dabei vorzugs- 
weise die Klasse der SSugetiere, darin enthalten insbesondere die 
Familie der Hominiden und die Familie der Bovidae, darin enthalten 
die Spezies Bovis taurus und Ovis aries, sowie alle Rassen und 
Varietaten; die sich aus dler entsprechenden Spezies ableiten las- 
sen; 

(b) das Pflanzenreich mit alien Unterreichen, vorzugsweise die der My- 
cobionta und Cormobionta, bei letzterer vorzugsweise die Abteilung 
der Spermatophyten, darin vorzugsweise die Klasse der Monocoty- 
ledonae mit ihren Familien der Areaceae und ihren Vertretern der 
Spezies Cocos nucifera oder der Familie der Poaceae mit ihren 
Vertretern der Spezies Hordeum vulgare und Zea mays, auSerdem 
besonders bevorzugt die Klasse der Dicotyledonae mit ihren Fami- 
lien, z.B. der Solaneceae und ihrem Vertreter der Spezies Solanum 
tuberosum, Nicotiana tabacum, Petunia hybrida, oder z.B. die Fami- 
iie der Brassicaceae mit ihrem Vertreter der Spezies Brassica napus 
oder die Familie der Chenopodiaceae mit ihrem Vertreter Beta 
vulgaris sowie alle Varietaten und Sorten, die sich von der entspre- 
chenden Spezies ableiten lassen; 

(c) den Menschen; und 




(d) Mikroorganismen umfassend prokaryotische Mikroorganismen, 
dabei vorzugsweise Gram-positive Bakterien wie z.B. 
Miichsaurebakterien, Sarcina und Coryneforme Bakterien und 
Gram-negative Bakterien wie z.B. Neisseria und Enterobakterien, 
und eukaryotische Mikroorganismen umfassend Pilze, dabei 
vorzugsweise Phycomyceten wie z.B. Phytophthora und 
Ascomyceten wie z.B. Hefen 

erhaitlich ist. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi die zu 
analysierenden DNAs mit dem Primer oder dem Primerpaar durch PGR 
amplifiziert und nachfoigend der Gro&e nach auf einem Gel aufgetrennt 
werden. 

4. Verwendung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daS das Gel ein 
Sequenzgei ist. 

5. Verwendung nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daS ais 
weiterer Schritt ein Southern Blot durchgefQhrt wird, und die auf die Mern- 
bran ubertragenen DNAs durch Hybridisierung mit einer Sonde sichtbar 
gemacht werden, 

6. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daS die Sonde 
der bzw. das in einem der vorstehenden Anspruche genannte Primer oder 
Primerpaar ist 

7. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
daS der Primer oder das Primerpaar eine Markierung tragi 

8. Verwendung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daG> die Markie- 
rung eine nicht-radioaktive Markierung, insbesondere Digoxigenin, Biotin, 
ein Fluoreszenzfarbstoff, ein Farbstoff oder eine radioaktive Markierung, 
insbesondere 32 P ist. 

9. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
daS der Primer eine der in Tabelle 2 dargestellten Sequenzen aufweist. 



10. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, 
daS der Primer eine Sequenz aufweist, die mit einer der in Tabelle 1 oder 2 
dargestellten Sequenzen Qberlappt. 

11. Verwendung nach einem der AnsprQche 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Fingerprint-Analyse fur Biodiversitatsstudien, 
Studien zur genetischen Verwandtschaft, taxonomische Studien, und 
insbesondere in der Rechtsmedizin, der Zuchtung, im Sortenschutz, irn 
Genbank-Management, in der Diagnostic in der Populationsgenetik und 
fur Evolutionsstudien eingesetzt wird. 

12. Primer zur Verwendung nach einem der vorgenannten Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, daG der Primer eine der in Tabelle 2 dargestellten 
Sequenzen aufweist oder eine Sequenz aufweist, die mit einer der in 
Tabelle 1 oder 2 dargestellten Sequenzen Qberlappt. 

13. Kit enthaltend mindestens einen Primer und vorzugsweise mindestens ein 
Primerpaar, der bzw. das an das in Figur 2b dargestellte copia-Shnliche 
Element der KokosnuG hybridisiert oder der/das in einem der Anspruche 1 
bis 12 gekennzeichnet ist. 

I 14. Verwendung vonr mindestens einen Primer und vorzugsweise mindestens 
ein Primerpaar, der/das in einem der Anspruche 1 bis 12 gekennzeichnet 
ist zur Herstellung eines Kits nach Anspruch 13. 

15. Verwendung eines Primers oder Primerpaares, der bzw. das an das in 
Figur 2b dargestellte copia-ahnliche Element der KokosnuS hybridisiert 
zum Nachweis von Rekombinationsereignissen bei Kreuzungen, 
insbesonders in der Tier- und Pflanzenzuchtung. 




Verwendung von Prirnern fur universelle Fingerprint-Analysen 

Zusammenfassuna 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Prirnern oder Primerpaaren zur DNA- 
Fingerprint-Analyse, wobei mit den Prirnern oder Primerpaaren Fingerprints so- 
wohl vom Menschen, als auch von Tieren, als auch von Pflanzen als auch von 
Mikroorganismen erhaltlich sind. Die Erfindung betrifft ferner Primer oder 
Primerpaare zur vorstehend genannten Verwendung sowie Kits, die die Primer 
bzw. Primerpaare enthaiten. 
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